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網膜色素 上皮(r etin alpigm e nt epitheliu m, R P E) 細胞ベ ー サ ル 膜の 塩 素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス ほ R P Eに よ る神経網膜
側か ら脈絡膜側 へ の 水 の 輸送な らび に網膜電図 の フ ァ ー ス ト オ ッ シ レ ー シ ョ ン お よび 明上 昇の 発生に 深く関与 して い る と考え
られ て い る に もか かわ らず , R PE 細胞 ベ ー サ ル 膜に お ける塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス 存在 の 直接的証拠ほ乏 しい . 本研究でほ
ヒ キ ガ エ ル R P E･ 脈絡膜標本に お い て ガ ラ ス 微小電極 お よび 塩素イ オ ン 選択性 ガ ラ ス 微小電極を 用 い て R P E細胞 べ - サ ル 膜
の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス に つ い て調 べ た . 被験標本 の 両 側を 対照濯流液 に て濯流 した 時 の R P E細胞 の ア ピ カ ル 陵電位お
よ び べ - サ ル 膜電位は それ ぞれ - 60.2 ±1.5m V お よ び- 4 5. 0 士1.7m V (n = 40) で あ っ た . R P E細胞内塩素 イ オ ン 括量ほ
20.4 土1.3m M (n = 29)で あ り, ア ピ カ ル 膜 お よ び ベ ー サ ル 膜 をほ さむ 塩素イ オ ン の 受動的分布 で 予想 され る い ずれ の 値よ りも
高値 であり , R P E細胞は能動的に塩素イ オ ン を 摂取 して い る こ とが 示 され た . 脈絡膜側催流液中の 塩素イ オ ン 括 量の 82m M
か ら 13m M へ の 減少に よ っ て ▲ R P E細胞の べ - サ ル 膜 ほ11.7 ±0.6m V(n = 17) 脱分極する と とも に ベ ー サ ル 膜電気抵抗が増
大 した . R P E細胞内塩素イ オ ン 活量ほ べ - サ ル 膜 を脱分極 さ せ るア ピ カ ル 側か ら ベ ー サ ル 側 へ の 通電で 増大 し, べ - サ ル 膜を
過分極 させ る 逆向き の 通電 で 減少 した . 脈絡膜側濯流液中に 加え た陰イ オ ン チ ャ ン ネ ル 阻止 剤 で あ る 4, 4
1
Tdiis othio cyan ostiト
be n e-2, 2
'
-dis ulfo n ate(DID S)500FLM は 上記す べ て の 変化を 抑制 した . 以上 の 結果 は , フ ァ ー ス ト オ ッ シ レ ー シ ョ ン およ び明
上 昇を 示 す ヒ キ ガ ェ ル の R P E細胞 べ - サ ル 膜 に 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス が存在す る こ とを 明示 す る .
Key w ords electroretin ogr a m, r etinal plgm e nt epitheliu m, ba s al m e mbr a n e, C トc o ndu cta n ce,
to ad
網膜色素上皮(r etin alpigm ent epitheliu m, R P E)ほ 脈絡膜 と
神経網膜 と の 間 に 位置 し , 網膜 機能 の 維持 に 不 可 欠な 多く の 重
要な機能 を ほた して い るl). そ の 中で R P Eの 物質輸送 に 関係す
る機能と して , R P E に よ る網膜側か ら脈絡膜側 へ の 水 の 輸送
機能お よび神経網膜 と脈絡膜 の 間の 血 液網膜柵 (blo od-r etinal
barrie r) の 機能 が あげ ら れ る
1 刷
. 前者 の 機 能 は 神経網膜 と
RP Eの 間の 接着維持に 重要 で あ り , 後者 の 機 能 ほ 神経網膜遠
位部の 正 常な 機能維持に 重要で ある . R P E細胞 の ア ピ カ ル 膜
(神経網瞑側の R P E細胞膜) は網膜下腔(R P E層 と神経網膜層
の 間に ある視細胞外節周閉の 細胞外空間) を介 し視細胞 に 面 し
て お り , ベ
ー サ ル 膜 (脈絡膜側の R P E細胞膜)は ブ ル ッ フ 膜 を
介 し脈絡膜 に 画 して い る . R P E細胞の ア ピ カ ル 膜 お よ び ベ ー
サ ル 膜に お ける 正常 なイ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス お よ び物質輸送機
能 は神経網膜 と R P Eの 接着維持を含め た正 常な 祝細胞機能維
持 に 不 可欠な視細胞周田 の 環境の 恒常性の 維持 に 極め て 重要で
ある の で 1 R P E細胞 の ア ピ カ ル 膜お よび べ - サ ル 膜 の イ オ ン
コ ン ダ ク タ ソ ス お よび物質輸送機能に 関す る研究は眼科臨床上
お よ び網膜生理学上非常 に重要である .
一 方, 高等脊椎動物の 視軸胸で吸収され た光 エ ネ ル ギ ー は 最
終的に R P E細胞の ベ ー サ ル 膜の 膜電位お よび 電気抵抗に 一 連
の 変化 を 引き起 こ し, こ の 電位変化が直流増幅網膜電囲(direct
c urr e nt ele ctr oretin ogra m, D C-E R G)の 成分と して 観察される.
そ の 第 一 の 応答ほ R P E細胞の ベ ー サ ル 膜 の 過分極に 起因する
フ ァ ー ス ト オ ッ シ レ ー シ ョ ン (fast o scillatio n)8ト11)であり, 第二
の 応答は フ ァ ー ス ト オ ッ シ レ ー シ ョ ン に ひ き つ づ い て 生ずる
ベ ー サ ル 膜 の 緩徐な 脱分極 に 起関す る 明上 昇(1ightrise)
12 卜 輔で
ある . 光刺激以外に , R P Eの 重要な機能 で ある貪食作肌 色素
頼粒 の 移動 お よ び物質輸送 に 影響を与える網膜神経伝達物質で
ある ド ー パ ミ ン15)や ェ ピ ネ フ リ ン 18), ホ ル モ ン で ある メ ラ ト ニ
ゾ T) ま た は セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー で あ る サ イ ク リ ッ ク
A M PT)18)1 9)は R P Eの ア ピ カ ル 側に 作用 させ る と , RP E細胞の
ベ ー サ ル 膜 の イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス の 性 質を変化 させ る ことが
報告 さ れ て い る . そ の 他 に も , 高 浸 透圧
20) や ア ザ イ ド
2-'を
R P Eに 作 用 させ る と ベ ー サ ル 膜の イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス が変
化する こ と が 知 られ て い る .
こ れ ま で に ア ピ カ ル 膜 の イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス および物質輸
送機能 に 関 して は あ る程度研究 され て い る
2)22卜 25-が , べ
- サ ル
膜 の イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス お よ び物質輸送機能に 関 して ほおそ
らく脈絡膜 と い う拡散障害物 の 存在ゆ え に ア ピ カ ル 膜における
ほ どほ 知 られて い な い . 前述 の よ うな R P E細胞の べ 一 サ ル膜
A bbr eviatio ns : aicl, intra cellular C ractivity; a
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-dis ulfo nate; Ecl, C requilibriu m potential; Eさ, Shu nt battefy; E R G, ele ctro r etin ogram ;i, Shu nt cu rre
ntt
R&" apic al m e mbra n e re sistan ce; Rh , bas al m e mbra n e re sista n c e; R8, Shunt resistan ce;R, tra nS-epitheli
al
網膜色素上皮細胞 ベ ー サ ル 膜 の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス
が関係する多くの 生理 現象の 磯序解 明 の 目 的に
べ ー サ ル 膜の イ
オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス お よ び物質輸送機能 に 関する研究 ほ ア ピ カ
ル膜に 劣らず重要で ある ･
網膜機能の 維持に 極 め て 重要な R P Eに よ る水の 輸送に 重炭
酸イ オ ン な ら び に 塩 素イ オ ン の 輸送 の 関与が 示 唆 され て お
り, 特に 塩 素イ オ ン の 通路 と して ベ
ー サ ル 膜 に お け る塩素
イ オ ン コ ソ ダ ク タ ン ス の 存在が 多く の 報告か ら示 唆され て い
が1
2 脚 26)27)
. 光刺激 また は薬物刺激 に よ る R P E細胞の ベ ー サ
ル膜電位およ び ベ ー サ ル 膜電気抵抗 の 変化 は刺激 の 種類 は異
なっ ても最終的に は ベ
ー サ ル 膜の 同 一 部位 の 性質 の 変化か ら生
じて い る可能性 があ る
即 )1g)28)2 嘲
.
ヒ ヨ コ の R P Eに お ける 陰イ
オ ン チ ャ ソ ネ ル 阻止 剤 を 用 い た 実験 に よ っ て , R P E細胞 の
べ - サ ル 膜に お ける塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス 存在の 可能性 が
示酸された
抑
. すな わ ち 陰イ オ ン チ ャ ン ネ ル 阻止剤 で ある 4,
4
,
-disothiocya n o stilbe n e-2, 2
'
-dis ulfo n ate(DI DS) を添加 した濯
淀液に よ っ て RP Eの 脈絡険側を准流す ると , R P E細胞の ベ ー
サル 膜は過分極 し, べ - サ ル 膜電気抵抗ほ増大 し, R P E細胞内
塩素イ オ ン 括量ほ増加す る
28)
. 以上 の 結 果か ら , 脈絡膜側溝流
液中の DID Sに よ っ て ベ
ー サ ル 膜 の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス
が阻止され る と示 唆 され る . さ らに , ウ シ
2T)お よ び ウ シ ガ ェ
ル26)の RP Eの イ オ ン 輸送の 研究か ら, DID Sに よ っ て 抑制 され
る べ - サ ル 膜に お ける塩素イ オ ン 流出磯構 が 明 らか に され た .
一 九 DID S が光また は薬物刺激 に よ る RP E細胞の ベ ー サ ル 険
電位およ び べ - サ ル 膜電気抵抗の 変化 を阻止す る こ と が判 明 し
だ5)2g)の で , 光ま た は薬物刺激に よ る べ - サ ル 膜 の 電気的性質
の変化ほ DID Sに よ っ て 抑制 され る塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス
の変化に起因する こ とが 示 唆され る
l刷
上記の ように 塩素イ オ ン ほ R P Eに よ る水の 輸送お よび 光 ま
たは薬物刺激に よ る R P E細胞 べ - サ ル 膜 の 電気的性質 の 変化
に深く関係する と考え られ る が , R P E細胞 の べ 】 サ ル 膜 の 塩
素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス の 存在に つ い て は こ れ ま で に 間接的に
しか示按されて い な い . 本研究の 目的は R P E細胞の ベ ー サ ル
院の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス 存在 の 直接的証拠を ガ ラ ス 微小





R P E細胞の ベ ー サ ル 膜 の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス 存 在の
直接的証拠を ガ ラ ス 微小電極 およ び塩素イ オ ン 選択性 ガ ラ ス 微
小電極に よ っ て 得 るた め の 実験の 遂行ほ R P E細胞があ る程度
大きく ない と 困難 で あ る . ま た フ ァ ー ス ト オ ッ シ レ ー シ ョ ン お
よび明上昇と ベ ー サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス と の 関係
が推測され てい る2g) の で , フ ァ ー ス ト オ ッ シ レ ー シ ョ ン お よ び
明上昇を有す る動物 で の 実験 が 望 ま し い . 最近 ヒ キ ガ ェ ル に
フ ァ ー ス ト オ ッ シ レ ー シ ョ ン お よ び明 上 昇が 存在す る こ と が発
見され30), ま た ヒ キ ガ ェ ル の R P E細胞は ガ ラ ス 微小電極お よ
ぴイオ ン 選択性ガ ラ ス 微小電極に よ る実験に 適 した大き さで あ




実験に 供す る前に 少なく とも 5 日間に わ た り室温で12時間毎
の 明暗順応下 に お い た 中型か ら大型(体重300～ 500g) の ヒ キ ガ
エ ル を用い た .
Ⅱ . 実験標本作製法
R P E･ 脈絡膜標本(被験標本)を作成する際 に神経網膜 の 剥
離を容易に す る 目的で 5 ～ 12時間の 暗順応を行な っ た . 臆赤色
光下に て断頭 し脳脊髄を挫滅 して , た だ ち に 両眼 球 を 摘出 し
た . 水晶体後方で眼球を切割 し, そ の 後極側を対照准流液(後
述)に 浸 し, 実体顕微鏡下で 神経網膜 を RP E から剥離 し, 残 っ
た R P E･ 脈絡膜 を強膜か ら剥離 した . こ の よ う に して 得た 被
験標本を R P E側を 上 に して直径 5m m , 厚 さ170FL m の 円 形の
ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ (TetokoIn c., E王msford, N Y, ア メ リ カ 合 衆
国) 上 に 載せ , 湾流用の チ ェ ン バ ー (以下で ほ チ ェ ン バ ー と略
記) に 固 定 し, 実験 に用 い た .
Ⅲ . チ ェ ンバ ー お よび濯流系
チ ェ ン バ ー は ア ク リ ル 製の 台と蓋か ら構成 され て お り , 両者
の 間に ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ 上 に 載せ た標本を は さみ 固定す る こ と
に よ っ て , 被験標本の R P E側お よ び 脈絡膜側 を面積 0. 07
C m
2
の 円孔を 介 して それ ぞれ 独立 して 堆流する こ と が で き た .
こ の 際, R P E側濯流槽 と脈絡膜側潅流槽と の 間 の 被験標本を
は さむ電気的 シ ャ ン ト を減少 さ せ る 目 的 で シ リ コ ン グ リ ー ス
(Cor ning M edic ala nd Scie ntific, Ne w Ha v e n, C T, ア メ リ カ 合
衆国) を被験標本周囲の チ ェ ン バ ー の 台と蓋の 間に塗布 した .
海流液切 り替え がすみや か に 行わ れ る よう に , 擢流槽の 容積を
R P E側で100～ 300ノバ( 吸引針の 位置に て 可 変で き る), 脈絡膜
側 で 100/Jl と小さく した . 濯流を 静水圧 に よ り行 い , 潅流速度
を R P E側 で 2～ 4ml/min, 脈絡膜側 で 2～ 3ml/rnin に 調節 し
た . 湾流液温を室温(1 8℃) に 保 っ た .
Ⅳ . 濯流液組成
対照港流液 の 組成 は NaC11 00.Om M , K C1 5.Om M,NaH C O3
2 7. 5m M, glu c os el O.Om M, MgC121 . Om M, CaCl21 . Om M
(Sigm aC he mic al Co, ,St. Lo uis, M O, ア メ リ カ 合衆国)であ っ
た .
対照確流液の 塩化ナ ト リ ウ ム を ナ ト リ ウ ム グ ル コ ネ ー トま た
は硫酸ナ ト リ ウ ム に よ っ て 置換 して 低塩素イ オ ン 濃度試験濯流
液(以下で は 試験湾流液 と略記) を得た . 塩化ナ ト リ ウ ム を硫酸
ナ ト リ ウ ム で 置換する場合に は試験激流液の 浸透圧が対照港流
液と 同一に な る よ うに 試験濃流液に マ ニ ト ー ル を添加 した . ク
ル コ ネ ー トイ オ ン と 硫酸イ オ ン ほ カ ル シ ウ ム イ オ ン と キ レ ー ト
を 作 が1)の で , カ ル シ ウ ム 電 極(W orld Pr ecisio nIn str u m ents
In c. , Ne w Have n, C T, ア メ リ カ 合衆囲) で 実測 した カ ル シ ウ ム
イ オ ン 濃度が 対照准流液と同 一 に な る よ う に さ らに 4m M 濃度
分の 塩化 カル シ ウ ム を添加 した .
一 部の 実験 で 陰イ オ ン チ ャ ン ネル 阻止 剤で あ る DID S( igm a
C hemic al Co.) を 500/上M 濃度とな るよ う に 港流液中に 添加 し
た .
対照傭流液お よ び上 記各種試験港流液の pH な らびに 浸透圧
は95% 02 お よ び 5% C O2か らな る混合 ガ ス を通気 した状態で
そ れ ぞれ7.5 土0. 1な らび に 273 土6m Os m (A dv a n c ed W ide
Ra nge Os m o m et r-3 W, A dv a n c ed In stru m e nts, Ne eha n
resistanc e; R P E, retinalpigm ent epitheliu m; T E P, tran S- epithelialpote ntial; Ⅴ&P, apic al m e mbrane pote ntial;
Ⅴ
'
1p, apical m e mbra n ebattery; Vb. , ba sal m e mbr an epote ntial;Ⅴ
,
b8 , ba s al m e mbrane battery ;Vba
*
, tr ue basal
m embran epote ntial;Vch, tr a n S-Choroidalpote ntial;VRPE, tr a n S- R P Ev oltage
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Heights, MA, ア メ リ カ 合衆国) で あ っ た ･
Ⅴ
. 電 極
1 . ガ ラ ス 微小電極
ガ ラ ス 微小電極(以下で ほ 微小電極と略記)を外径 Im m の ガ
ラ ス 細管(Om ega Dot Glas sCo mpa ny of Am e ric a, Millviue,
NJ, ア メ リ カ合 衆国)か らガ ラ ス 微小電極作製器(M odeI P-77,
SutterIn str u m e nts Co., San Fr a n cisc o, C A, ア メ リ カ 合 衆
国)に て 作製 した
28)
. そ の 先端径は 1ノノ m 未満で , そ の 内腔に は
500mM 塩化 カ リ ウ ム 溶液 を充喫 し, 塩化銀で 被覆 した銀線で
信号 を 導出 した . 電極の 電気抵抗ほ 1 00～ 150 M n であ っ た ･
2 . イ オ ン 選択性 ガ ラ ス 微小電極
イ オ ン 選択性 ガ ラ ス 微小電極 (以下で は イ オ ン 電棲 と 略記)
は閃電極槽と 不 閃電極槽の 2播か らな り, 電極先端部の 当該イ
オ ン 活量を 閉篭極槽 と不 閲電極槽間の 電位変化 と して と らえ る
こ と が でき る 闘
3)
. 以下に そ の 作製法を記す . 王水 お よび 蒸留水
に て 洗 浄 し 乾燥 した 双 管 か ら な る ガ ラ ス 細 管 (thick-S eptu m
Theta tubing, Wo rld Pr e cisio nIn stru m e ntSIn c･)か ら ガ ラ ス 微
小電極作製器( 同上)に てイ オ ン 電極を作製 した . 双管 の 一 方 の
終端を 以下 の 操作 の 影響 を受けな い よ うに 歯科用 の 蟻 で 封 を
し, 他方を dim ethyトdichlor o sila n e(Sigm aC he mic al Co･) に て
疏水 処理 を し, 塩 素イ オ ン 電極用 イ オ ン 交換樹脂(‡47 791 3,
Corning M edic ala nd Scie ntific) つ づ い て 500m M 塩化カ リ ウ
ム 溶液を 充填 し , 関電極槽と した . 蝮で封 を した 方の 細管の 蠣
を除き ▲ 500m M 硫酸 カ リ ウ ム 溶液 つ づ い て 10m M 塩化 カ リ ウ
ム 溶液を 充填 し , 不 関電極槽と した . イ オ ン 電極先端径は 1 〟
m 未満 で , 酸化 ア ル ミ ニ ウ ム 懸濁液を細い ノ ズ ル か ら噴出 して
先端を研磨 し
31)
, 電極の 電 気抵抗を関電極槽 で 6 ～ 8 3 G Q, 不
閃電極槽 で40～ 80 M Q とな る よう に 調整した . 上 記の 関電極槽
およ び 不 閃電橿槽か らの 電位の 導出に は そ れ ぞれ塩化銀 で被覆
した 銀線を使用 した .
イ オ ン 電 極は使用 前と 使用 後 に 校正 さ れ た . 校 正 に は 2槽
(A槽 , B槽 と仮称す る) か らな る較正用 チ ェ ン バ
ー お よ びイ オ
ン 電極用高入力イ ン ピ ー ダ ン ス 前置増幅器 ( Model F2 3, W orld
Pr e cisio nIn str u m e ntsInc .)を 用 い た . 較正用 チ ェ ン バ ー の A槽
に 15m M 塩 化 カ リ ウ ム 溶 液お よ び 135m M カ リ ウ ム グル コ
ネ ー ト溶液を , B槽 に 1 50m M 塩化 カ リウ ム 溶液を 入 れ , A槽
また は B槽 に イ オ ン 電極先端を つ けた 時の イ オ ン 電極 2槽間の
電位差 をそ れ ぞれ VA ま た ほ V8と し, そ れ ぞれ を次式 の Ⅴ に 代
入 して辺 々 を差 L引い て 求め られ る S を塩素イ オ ン 濃度1 0倍変
化 に 対す る イ オ ン 電極 の 電位変化の 実測 上 の ス ロ ー プ と し
た28)32)33135)
V = Ⅴ｡十S ･log(acl十kGl｡/CL･ aGLJ
V｡ ほ電極に よ っ て決 ま る定数 で あり, aCl, aGlu お よび kG.u/C､は そ
れぞれ A槽 また ほ B槽に お ける塩素イ オ ン 活最 , グル コ ネ ー ト
イ オ ン 酒量お よ び グ ル コ ネ ー トイ オ ン に 対す る塩素イ オ ン 電極
の 選択係数を意味する . 本実験 に 使用 したイ オ ン 電極の 塩素イ
オ ン 濃度10倍変化に 対す る実測上 の ス ロ ー プ の 平均値お よ び標
準誤差ほ - 52.0 士0.3m V(n = 83)で あ っ た . イ オ ン 電棲 に よる
R P E細胞内塩素イ オ ン 活魚(intrac e11ularCl~a ctivity, aicL)の 算









また , イ オ ン 電極に よ る R P E下腔(R P E層 と脈絡膜 との 間)に
お ける 塩素 イ オ ン 括量(s ubepithelial C ra ctivity, aOcl)の算出に





A Vc I' S
･(a
弧t
cL+ kH CO a/ Cl
･ a
O
H CO3) - (kH C O 3 / Cl･ a
O
甘C〔冶+ kA/ C.･ a･)^
上 の 2式に お い て △Vclは イ オ ン 電極 2槽間の 電位差の 対照滝
流液中 に お け る値か ら の 変化 の 実測値 , S ほイ オ ン 電極の実測
上 の ス ロ ー プ , a
弧I
c-は 対照潅流液中の 塩素イ オ ン 括 軋 aq 勒 ほ
細胞外重炭酸イ オ ン 括 軋 kR C Q8/C■は 垂炭酸 イ オ ン に 対する塩素
イ オ ン 電極 の 選択係数, kA/ Clは 置換イ オ ン ( グル コ ネ 一 丁イオ
ン また は硫酸イ オ ン , 以下同 じ) に 対す る塩素イ オ ン の 選択係
数, aOA ほ細 胞外置換イ オ ン の 活量を意味す る . グル コ ネ ー トイ
オ ン , 硫酸イ オ ン お よび 重炭酸 イ オ ン に 対す る塩素イ オン 電極
の 選択係数 は それ ぞれ0.01, 0. 07 お よび0.10で あ っ た謂闇 }. 以上
の 計算 に お い て , イ オ ン の 括量係数 を0.75と した .
3 . RP E層 と脈絡膜を は さん で 得 られ る電位 (tr a ns- epithe･
1ialpotential, T E P) の 記録電極お よ び不 閑電極
T E Pの 導出 に ほ 一 対の カ ロ メ ル 電極を 用 い た . カ ロ メ ル 電
極を チ ェ ン バ ー の R P E側溝流槽 お よび 脈絡膜側溝流槽に飽和
塩化 カ リウ ム 寒天橋 に て 各 々 接続 した . これ ら の カ ロ メ ル電極
を微小電極 およ び イ オ ン 電極不 閃電極槽 に 対す る不 関電極とL
て も用 い た . 脈絡膜側港流槽 に 試験潅流液を濯流する際に は脈
絡膜側溝流液 と飽和塩化カ リ ウ ム 寒天 橋と の 間に おけ る液相間
電位(1iquidju n ctio npote ntial)の 発生を極力抑え る 目的で , 飽
和塩化 カ リ ウ ム 港流橋(flowing K Cl bridge)
36)を 用い た . この種
流構内に は常 に 微量 の 飽和塩化 カ リ ウ ム 溶液が 脈絡膜側潅流槽
に 向か っ て 流れ て い るの で , 標 本港流液 と准流橋と の 間の液相
間電位 は ほ と ん ど発生 しな い . また 塩化 カ リ ウ ム 准流橋は脈絡
膜側濯流の 末梢側 に おか れ て い るの で , 橋 内港流塩化 カリウ ム
溶液ほ 被験標本に 接触す る催流液 の イ オ ン 組 成 に は影響しな
し､ .
4 . 通電用電極
チ ェ ン バ ー の 各槽 に ほ被験標本を は さむ外部定電流通電用に
一 対 の 銀 ･ 塩化銀電極を置 い た . 定電流通電 に は電流電圧固定
装置付前置増幅 器 (Model V C C 600, P hysiologic In stru m ents,
SanDiego, C A, ア メ リ カ 合衆国) を 用い た . 5 ～ 18p A の電流
を 被験標本 の 神経網膜側か ら脈絡膜側 また は 脈絡膜側か ら神経
網膜側方向に 3 ～ 90秒間流 した .
Ⅵ . 記録 系お よび解析
図1 Aに 記録系の 模式図を示 す . T E Pを チ ェ ン バ ー の各槽に
置い た 一 対 の カ ロ メ ル 電極に よ っ て 導 出し , 電流電圧固定装置
付前置増幅器(M odel V C C 600, P hysiologicIn str u m e nts)に導い
た . R P E細 胞内に 置 い た 微小電極ま た はイ オ ン 電 極不 関電極
槽か らの 電位は R P E側潅流槽 に 置 い た カ ロ メ ル 電極を不図電
極と した 場合 に ほ R P Eの 神経網膜側の 細胞膜(ア ピ カ ル 膜)の
電位 (apic al m e mbr a n epote ntial, V&P)を 意味 し, 脈絡膜側澄渡
槽 に 置 い た カ ロ メ ル 電極を 不閑電極と した場合に は R P Eの脈
絡膜側 の 細胞 膜 (ベ ー サ ル 膜) の 電 位 (ba s al m e mbrane
potential, Vb8)を意味す る(図I A). RP E下腔に 置い た微小電極
ま た はイ オ ン 電極不 閑電極槽か ら の 電位は R P E側港流槽に置
い た カ ロ メ ル 電極を 不 関電極と した 場合 に は R P E層の みをは
さん で得 られ る電位(tra ns-R P Ev oltage, VR P E)を意味し∫ 脈絡
膜側濯流槽 に置 い た カ ロ メ ル 電極 を不 関電極と した場合には脈
絡膜を は さ ん で得 られ る電位(trqn s
- Chor oid alpote ntiaI･ Vm)を
意味す る(図1 A). こ れ ら敏小電極 また は イ オ ン 電極不 閑鯛
網膜色素上皮細胞 ベ ー サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス
措からの電位は高入 力イ
ン ピ ー ダ ン ス 前置増幅器(Model 1 0犯
w insto nEle ctro nic s, Sa nFra n cis c o, C A, ア メ リ カ 合衆国)に
導かれ た･ イ オ ン 電極 2槽間の 電位(VcI) はイ オ
ン 電極用高 入
力イ ソ ピ
～ ダ ン ス 前置増幅器(Model F 223, W orld Pr e cisio n
I耐 r u･冊 ntSIn c･)-むこ導か れ た ･ こ れ らの 前置増幅器 を 介 した 電
lNT RA C EL LU LA R $ U B E Pt丁目Eu A L
Fig.1. Rec ording c o nfigu ratio n s(A) a nd equiv ale nt electri-
C al circ uitforthe R P E (B). ( A) W ith a double-barr eld
Cl~LS ele ctiv e mic ro el ctr ode po sitio n ed intr a c ellularlyin the
RP E(left), the apic al (V叩) a nd ba s al(Vb.) m e mbr a n e
pote ntials w ere r e c orded by r efer ring the refer e n c ebarr el
tothe apic ala nd bas al baths, re SPe Ctiv ely. T he tra n s-epi-
thelialpote ntial(T E P), r eC Orded differ e ntia11y betw e e nthe
apic al a nd ba s al baths, in cluded the tran s-Chor oidal
pote ntial(Vcb) as w e11as the tr a n s-R P Ev oltage (VR P E).
VR PEand VchW er e r e C Orded by positio ning a micr o el ctrode
in the subepithelialspa c e outside the R P E ba s al m e mbr-
an e(right). Vclis the differe ntial sign al betw e en the
refer e nc e and C r-S electiv e barreIs of a C トsele ctiv e
mic roel ctr ode･ T he apic al m e mbr a n eis dire ctly e xpos ed
to the apic al bath while the bas aI m e mbr a neis s eparated
fro mthe ba sal bath by Br u ch
'
s m e mbr a n e(B M) a nd the
Choroid･ (B) T he R P Eapic al m e mbr a n eis r epre s e nted by
a resistor, R.｡,in s e rie swith a bat tery, V
'
a｡. Similarly, the
bas al m e mbr an eis r epr es e nted by a r esitor, Rb. ,in s eries
With a battery, V
,
b& . The m e mbr a n e r e sista n c es are




pathw ays, Which is in se rie s with a battery,
Es. Esis a su m ed to be z er ｡ Whe n the tis su eis bathed
bilateralIy with s olutio n s ofide ntic al c o mpo sitio n･ Due to
differen c ebetw e en V
,
叩 a nd V
･
bA , a Steady cu rre nt(i)flo ws
thro ugh the circ uit. As a r esult o王 the v oltage drop du e
to this c urr e nt ac r os sR
叩
a nd Rbl ,the m e mbr a n epote ntials
rec orded acr o ssthes e r e sista n c es(V叩 a nd Vb. , r e SpeCtiv ely)
differfro mthe m e mbr a n ebatterie s(Ⅴ
,
., a nd V
,
b.). T he
T E Pequ aIs to VbA-Ⅴ .｡ a nd. in to ad, is ge n erally 10～ 20
m V･ apical bath potitiv e.
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位 を 差動増幅 器 (Electr o nic shop, Univ . of Califor nia San
Fr a n cisc o, Sa nFrancisco, C A, ア メ リ カ 合衆国)に よ っ て 増幅
し, オ シ′ ロ ス コ ー プ (Mode1 5111, Tektr o nix, Be a v erto n, O R,
ア メ リ カ 合衆国)で モ ニ タ ー した . さら に , これ ら の 電 位を サ
ン プ リ ン グ レ ー ト 4 Hz に て ア ナ ロ グデ ジ タ ル 変換(Labte ch
Notebo ok, Scie ntific Solutio n s, Willmington, MA , ア メ リ カ 合
衆 国) し て , コ ン ピ ュ ー タ (IB M A T mic ro c o mpute r,
Inter natio n al Busin essMachin esCo. , Ar m o nk, N Y, ア メ リ カ 合
衆国) デ ィ ス プ レ ー で モ ニ タ ー す る と同時に フ ロ ッ ピ ー デ ィ ス
ク に 記録保存 した . デ ー タ 解析お よ び 作図 に は プ ロ グ ラ ム
(Lotu s ト2-3, Lo utu s De v elopm e nt Corpo ratio n, Ca mbridge,
M A, ア メ リ カ 合衆国)を使用 した .
Ⅶ . 等価回路お よ び計算式
図 1 Bに R P Eの 電気的等価回路を 示 す1T)22)30). 等価回路的に
ほ R P E細胞 の ア ピ カ ル 膜 は ア ピ カ ル 膜 電気抵抗 (apic al
m e mbr a n e r esista n c e, R&｡) お よ び ア ピ カ ル 膜起電力 (apic al
m embra n ebattery, V
'
叩)で 表され , べ - サ ル 膜は べ - サ ル 膜電
気抵抗(bas alm e mbr a n eresista n c e, Rb.)お よ び ベ q サ ル 膜起電
力(ba sal m e mbra n ebattery, Ⅴ
'
b,)で表 され る. 各膜起電力は 膜
電位と同様 に 細胞外 に 対する細胞内の 電位 で 示 され る . ア ピ カ
ル 膜お よ び ベ ー サ ル 膜は R P E細胞間脛お よ び被験標本端 に お
け る電気抵抗 である シ ャ ン t･ 電気抵抗(shu ntr esita n c e, Rs)な
ら び に ア ピ カ ル 側お よ び べ - サ ル 側湾流液 の イ オ ン 駐成が 相違
す る場合に RP E細胞間腔に お い て 生ず る拡散電位 で ある シ ャ
ン ト起電力(shu ntbattery, Es)に よ っ て 結合 して い る . こ の 結
合を 介 して 一 方の 膜の 電気的変化ほ他方の 膜 に 電気的影響を与
え る . こ の 結合を通 じて等価回路に 流れ る シ ャ ン ト 電流(shu nt







&P-Es)/(R叩 +Rb.十Rs) … … … … (1)
こ の 電流ほ Ra｡お よ び RbJこお い て 電圧降下 を 発生する の で , 実

















変 化すると , V抑 Vb& お よ び i の変化分(そ れ ぞれ △Va,, △Vb&お
よ び △i) ほ以】~Fの 3式で 表現され る .
△V8｡ = △i･ R叩 … … … … ‥ (4)
△Vb且 = △V
'
bl-△i･ Rb8 … … (5)
△i= △V
'
J(RA,+Rb&+Rs) … … … … ‥(6)








･(R.｡+Rs)/(R& ,+ Rb｡ +Rs) ･ … … ･ ‥(8)
また T E P およ びTE Pの 変化分(△T E P)ほ 次式で与え られ る
か ら
T E P= Vb且 - V.｡
△TEP = △Vb. - △V.｡
… … … … … … …
… ‥ (9)
式 7 , 8 を式 9 に代入 して次式を得 る .
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△T E P= △Ⅴ
'
h






払 お よ び各電気抵抗値が 一 定の 状態に て Es が △E5だ け
変化す ると , △Ⅴ&,, △Vb.お よび △T E P ほ以下の 3式で 表現 され
る.
△VA｡ =
- △Eき ･ R叩/(RL,+ Rb.+ R彗) … … … … ･ ･GD
△Vb. = △Es ･ RbJ(R叩+ Rb.+ R&) … … … … … ･G2)
△T E P= △Es ･(R.｡+ Rb.)/(R坤 +RbA+Rs) … … … ･ ㈹
式11, 12 から明 らか な よ うに , △E8 に よ る △Ⅴ.｡ お よび △Vb. の
極性 は互 い に 反 対に な る .
標本をは さん で 流 した定電流に よ る電圧降下か ら次 の 粗織電
気抵抗の 変化が と らえ られ る . すなわ ち R P E を ほ さん で得 ら
れ る電気抵抗(tr a n s- epithelialr esistan ce, Rt)お よ び ア ピ カ ル 膜
電気抵抗と ベ ー サ ル 膜電気抵抗 の 比(a 値) が 求め られ る .
Rt = Rs ･(R叩 + Rb.)/(R.,+ Rb&+Rs) … … … … ‥ ㈹
a = R.ノRh ‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥ … ‥ … ‥ … … ‥ ‥ ‥ ㈹
R. は 通電 に よ る △T E P か ら計算 され , +a 値 は 通電 に よ る
△Ⅴ.. と △Vb. の 比か ら計算され る･
成 績
t . 対照濯流液濯流下 にお け る被験模本の電気的特性
被験標本を チ ェ ン バ ー に 固定 し5 ～ 15分間に わ た り対照准流
液 で准流す る と , T E P は 15～ 20m V の 極大(peak)と な り , そ
の 後30～ 60分で 定常状態(steady-State) に 達 した . 表 =こ 定常
状態に お い て 微小電極ま た ほイ オ ン 電極 に よ っ て 得 られ た被験
標本に お ける T E P, V.,, Vb& , RLお よ び a 値(R叩/Rb▲)の 平均値 士
標準誤差を 示す . 表 1に は さ らに 両電極 に よ る測定値を合わ せ
て 算出 され た 平均値 土標準誤差も示す . T EP, Ⅴ.｡お よ び Vh& に
は 記録電極の 種類(微小電極ま た はイ オ ン 電極) の 差異 に よ る
有意差 は見 られ ず, 微小電極ま た ほイ オ ン 電極 に よ っ て 測定さ
れ た16標本40細胞で T E f■ お よ び Ⅴ一｡ の 平均 値士標準誤差は そ
れぞれ 15.2 土0.8m V お よび- 60.2 士1.5m V で, Vb. は V印 よ
り T E Pの 分だ け脱分極 して い た ･ Rt お よび a 値の 平均値土標
準誤差ほ そ れ ぞれ3.2 ±0.2k畠 お よび0.68±0. 03 であ っ た .






｡1は R P E細胞の ア ピ カ ル 膜 か ら細胞内に 進 めた 塩素イオン
電極 に よ っ て 測定さ れ た . 図 2 に 示 す よ うに 11観∴織29細胞の
a
i
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Fig.2. Intr a c ellula rC ｢a ctivity(a
i
cl)in to ad R P Em e asured
with do uble-ba rr eld Cl--S ele ctiv e micr o el ctrodes▲
Me a s ur e甲 ntSin 29c ellsfr o mlltis su e s(ope nbar)g
ave
a m e a n a
l
clOf 20.4 土1.3 m M, Which is 2 .3 a nd l.3tim es
highertha nthat c alc ulated forpas siv edistributio n across
the apic al(ap) a nd bas al(ba) m e mbr a n es(cr osshatched
ba rs), r e SpeCtiv ely.
Tablel. Ele ctric al param ete rs of toad R P E
-Chor oidtiss u es u nde r c o ntroI
c o ndito ns
par a m et r 慧霊慧e 慧慧慧慧 co mb ined P- Valu e*
T E P(m V) 14.9j=1.5 15.3土0.9 15.2 ±0.8 N S
**
Ⅴ
叩 (m V) - 63.3 士2.1
- 59.0 士1.8 - 60.2±1 .5 N S
* *
Vh (m V) 一 亜 .3 ±2.7 - 4乱7 士2.0 - 45.0 ±1.7 N S
**
RL(kohm) 2. 5 土0.2 3.4±0.3 3.2 土0.2 < 0. 5
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Co n v e ntion alsingle-barr eld micro el ctrode s a nd C トs ele ctiv edo uble
-ba rr eld
mic ro el ctrodes w er e u s ed. Ⅴalu e s a re m e a n s士S E M.
*
A difer e nく主e betw e e n e a ch valu ein the se c o nd c oJu m n a nd in the third
c olurn n w a s c o mpar ed statistic ally by Stude nt t二test･
… A differ e n c e w a s c o n sider ed n ot signific ant (N S)for p- V alu e sgr e ater
tha nO,1
網膜色素上皮細胞 べ - サ ル 膜 の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス
素イ オン がア ピ カ
ル 膜お よび ベ ー サ ル 膜 を は さん で 受動的 に 分
布すると仮定して 著者が計算 して 求めた 値 (そ れぞれ
8･9 ±0･7
mM およ び16･3 ±1･2m M )
の ど ち らを も凌駕 した (図2)･




RP E細胞の ベ ー サ ル 膜 に 塩素イ オ ン に 対す る コ ン ダ ク タ ン
ス が存在するか否か を知 る 目的 で , 脈絡膜側潅流液を対照港流
液から試験潅流液に 切 り替えた ･ 脈絡膜 は塩素イ オ
ン に 関 して
脈絡映側湾流槽と R P Eの
べ - サ ル 膜 と の 間の 拡散障壁 とな る
ので , まず脈絡膜側対照准流液か ら試験港流液
へ の 切 り替え に
ょる a
｡
｡. の変化を R P E下腔 に 置か れ た 塩素イ オ ン 電極に よ っ
て実測した . 図3 に 示 すよ うに 速 い 潅流速度お よ び対照港流液
から試験濯洗液 へ の すみ や か な切 り替え に よ っ て も , R P E下
Fig･3･ Subepithelialr ec o rdings oftr a n s-R P Ev oltage(VR P E),
tra ns-Choroidalpote ntial(Vch)a nd s ubepithelial Cl~acti vity
(aOcI)during a de cr e ase in Cl-a ctivityin the ba s al bath. A
Cl.-Selectiv e micr o el ctr ode w a spositio n ed in the s ubepitL
helialc o mpartm e nt, a nd the cha ngesin VR PE, Vcb, a
O
cla nd
tra ns･ epithelial pote ntial(T E P) w e re r e c orded during a
decr ease in basal C ractivity fr o m 82 to 1 3 m M by
replaclng NaCl with Na-glu c o n ate. T he fir st dashed
Vertic al lin e sho w s an o n set of in cr e a s ein T E P, a nd the
Se COnd o n esho w s a n o n set of de c re a s ein a
｡
cl. Cha nge in
T P Ebetw ee nthes elin es w as o rigin ated o nlyfr o m cha nge
in Vc h･ Periodic spiky deflectio n sin this figu r e w er e
C a used by pa sslng C urr ent pulse s acr o ssthe tiss u efor
m eaSurlng r esita n c epar a m et rs.
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腔の 塩素イ オ ン 電極濫 よ っ て 莫測 された aO｡-の 変化 に は 開始 か
ら定常状態 に い た る ま で に 短く とも 5分間を要 した .
さ らに R P E下腔 の 塩素イ オ ン 電極 に よ っ て , 脈絡膜側濯流
液を対照准洗液か ら試験濯流液 に 切 り替え た時 に 脈絡膜相聞電
位(chor oidAlju n ctio npote ntial) に よ り発生す ると 考え られ る
V｡ h変化を検出 した(図3 , Ⅴ｡ h). Ⅴ｡ bほ 脈絡膜側准流槽の 塩素イ
オ ン 活量が 減少す るに つ れ て 極大に 達 し , a
Q
c.が 定 常 に 近 づ く
に つ れ て V｡ hも定常状態に 達 した . 図 3の 2 本の 縦の 破線 の 間
に 示 す初期 TE P変化は Ⅴ｡hの 変化に よ る . T E P から Vc hを差
し引 い て 得 られ る電位(Ⅴ貯 E) の 変化に 比 べ て , T E Pの 変化 は
早く始 ま り , 大きく 1 早期に 極大に 達 した ( 図3).
Ⅳ . 脈拍 膜側塩素 イオ ン 濃度減少に よ る R P E細胞膜電位お
よび膜電気抵抗の変化
脈絡陸側潅流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少に 伴う R P E細胞膜
電位 の 変化を R P E細胞内に 刺入 した 微小電極に よ っ て 測定 し
た . 図4 に 示 すよ う に 脈絡膜側准流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少
に よ っ て ア ピ カ ル 膜 およ び べ - サ ル 膜 は 脱分極 した . べ - サ ル
膜の 脱分極が ア ピ カ ル 膜の 脱分極に 比 べ て 大きく か つ 早期に 起
きた(図4)の で , こ の 脱分極 は ベ ー サ ル 膜起源で ある と推論さ
れ る . ア ピ カ ル 膜の 脱分極は ベ ー サ ル 膜 の 脱分極が被験標本の
電気的 シ ャ ン トを 介 して 生 じたと考 え られ る . 脈絡膜側港流液
中の 塩素イ オ ン 濃度減少に よ っ て Vb. と V坤 の 差が増加 した の
で , T E P ほ増加 した (図4). 微小電極 に よ る細胞内記録 を行
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Fig. 4. Intrac ellula r re c ording of a Cl▼diffu sio n pote ntial
a c ro ssthe ba s al m e mbra n e. A c o n v e ntio n al micro ele ctr-
Ode w a spo sitio n ed intra c ellularly in the R P E, a nd the
apic al m e mbr a n epote ntial(V. p), basal m e mbr a n epote ntial
(VbA)a ndtra n s-ePithelialpote ntial(T E P) w er e sim ulta n e o u-
sly re c orded asbas al C ra ctivity w a sde cr e as edfro m82to
13m M by r epla cing NaCIwith Napglu co nate. Im m ediately
following this intr ac ellular re c ording, the ele ctr ode w a s
adv a n c ed into the s ubepithelialspa c e a ndthe r e spo n se sto
a nide ntic al de cr e a sein Cl-w er e r e c orded. T he tru etim e
c o u rs e a nd m agnitude ofthe cha nge in Vb.(VbL
*)w asthe n
e stim ated by s ubtr a cting the tr a n s- Choroidal ju n ctio n
POtential fro m Vb&. The lo w er portion of this figu re
illu str ates the effe ct of decre a sing ba sal Cl
-
o n the
tra ns- epithelial r esistan ce(RL) (clo sed circle s) a nd the
apic alto bas al m e mbra n e r esista n c e r atio (RJRb) (ope n
C lrCle s)r ec orded sim ultan e o u slyin this e xperim e nt.
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膜を 穿通 L て R P E下脛 に すすめ , 脈絡膜相間電位を測定 した
(因幡). 脈絡膜側海流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少 に よ る Vb. の
真 の 変化ほ こ の 脈絡膜相聞電位 を差 し引く こ と に よ っ て 得 られ
た . 図 4に こ の よ うに して 補正 され た Vb. を VbA *(tr u ebas al
m e mbra n epote ntial)で示 す. VbL
*
の 変化は Vb8の 変化に 比 べ 小
さ く , 遅い こJと が わ か る .
R P E細胞膜電位の 変化 は披験標本の 電気抵抗 の 変化 を伴 っ
て い た (図4). 脈絡膜側港流液中 の 塩素イ オ ン 濃度 の 減少 に
よ っ て , R【 は 増加 L , a 値は減少 L た(図4). こ の 結果ほ 脈絡
膜側港流液中 の 塩素イ オ ン 濃度減少に よ っ て Rb｡ が増 大 した こ
と に よ る と考 え られ る . 表2 に 脈絡膜側溝流液中の 塩素イ オ ン
活量 を 82m M か ら 1 3m M に 減 少 さ せ た 時 の △VR P E, △V&,,
△Vb∴ △Rt お よ び △Rl｡/Rb. の 平均値 ±標準誤差 を ま と め て 示
す . こ れ らの 値は記録電極(微小電極また ほ イ オ ン 電極)お よ び
置換イ オ ン (グ ル コ ネ ー トイ オ ン また は 硫酸イ オ ン) の 種 塀 を
問わ ず測定 され たす べ ての 値か ら計算 され た . 蓑 2の ｢極 大｣
欄 に 示 すそ れ ぞれ の 平均値 土標準誤差ほ , 脈絡膜側溝流液を対
照湾流液か ら試験湾流液 に 切 り替え た後 に 現 わ れ る Vb.事 の 極
大 (港流切り替 え後平均2分) で 計測され た そ れ ぞれ の 測定値
に も とづ い て 算出 され , 表 2の ｢定常状態｣ 欄 に 示 す平均値士
標準誤差は , 脈絡膜側港流液を対照港流液か ら試験准流液 に 切
り替 えた 後ケこ現わ れ る Vb.
* の 定常状態(潅流切 り替 え後10分)
で計測 され たそ れぞれ の 測定値 にも とづ い て 算出 された , 脈絡
膜側潅流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少に よ っ て Vb. * は 極大 に お
い て 平均11.7mV 脱分極 した . Vb.* ほ 極大を過ぎる と 平均 7.7
m V 再 分極 し, 試験濯流液に切 り替 え る 前 の 膜電位 よ り平均
3.9m V 脱分極 した状態 で定常に 達 した .
V . 脈絡膜側塩素イオ ン濃度減少に よ る R P E細胞 ベ ー サ ル
膜 をは さむ塩素イオ ン平衡電位変化
R P E細胞の ベ ー サ ル 膜 に 塩素イ オ ン に対 す る コ ン ダ ク タ ン
ス (g｡.)が 存在す る とすれ ば, 脈絡膜側湾流液中の 塩素イ オ ン 濃
度減少 に よ る △Vb. ほ脈絡膜側溝流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少
に よ る ベ ー サ ル 膜 に おける塩素イ オ ン 平衡電位(C requilibriu-
m pote ntial, Ecl) の 変化(△Ect)を 反映す る はずで ある . 前述 の
よ う に 脈絡膜側濯流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少に よ る a｡q の変
化が 開始か ら定常状態 に 達す る に ほ 短く とも 5分を要し 個
3), また こ の 時閣内に aiclの 変化も起きて い る可 能性がある .
脈絡膜側濯流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少に よ る △Vb. と △E｡と
の 間の 関係を定量化する ため に , 微小電極ま た はイ オ ン電極を
R P E細胞 の ア ピ カ ル 膜か ら R PE 細胞内に 刺入 して 脈絡険側潅
流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少 に よ る Vb且 お よび aiclの 変化を実
測 した (図5 A)･ ひ きつ づ い て ▲ 微小電極 ま た はイ オ ン 電極を
前進 させ R P E下腹 に すすめ , 脈絡膜側潅流液中の塩素イ オ ン
濃度減少 に よ る Vc bお よび aoclの 変化を 実測 した(図5B). これ
らの R P E細胞の ベ ー サ ル 険 を は さむ 細胞内外の 塩素イオ ン括
畳変化 の 実測値 に も とづ い て , ネ ル ン ス ト の 式 (図5C)から
R P E細胞の べ - サ ル 膜を は さ む Ec-の 時間経過を計算 した. さ
らに脈絡膜側准流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少 に よ る Vb.* の時
間経過 を知 る た め に Vb.(図5 A)か ら Vch( 図5B)を差し引い
た . 図 5 Cに 脈絡膜側准流液中 の 塩素イ オ ン 濃 度減少に よる
Vb8
*
, VRP Eお よ び Ectの 変化を 示 す . Ec.に 適切な係数(図5Cで
は0.35) を 選ん で 掛け る こ と に よ り , Ecl変 化開始後60秒間で
Vb.
* お よ び VR ｡ Eの 軌跡 に E｡1の 変化 を互 い に 重ね あわすことが
可能で あ っ た . また , こ の 時閣内で は脈絡膜側港流液中の塩素
イ オ ン 濃度減少に よ っ て , Rtお よ び a 値(R叩/Rb.)には有意な変
化は なか っ た (図5 C).
Ⅵ . R P E細胞 ベ ー サ ル 膜の 塩素イオ ン に対す る相対コ ンダ
ク タ ン ス の 算 出
ある イ オ ン に 対す る細胞膜 の 相対 コ ン ダ ク タ ン ス (Tim)は細
胞膜の 全 コ ン ダ ク タ ン ス に対す る当該す る イ オ ン の コ ン ダクタ
ソ ス の 比 で あ り, 次式 に て 表 され る22).
Ti｡ ｡ = gi｡ノgt｡t ｡
gi｡ ｡ ほ 当該イ オ ン に 対す る細胞膜 の コ ン ダ ク タ ソ ス であり,
g. 血 は 細胞膜の 全 コ ン ダ ク タ ソ ス で ある . 実際に は , Ti｡ ｡は細胞
外 の 当該イ オ ン 濃度変化に よ る細胞膜 の 当該イ オ ン 平衡電位変
化 (△E血) お よ び 細胞膜電位変化 (△Vm) を 測定 し て そ の比
(△Vm/△Ei. 爪)を 計算する こ と に よ っ て求め られ る37). すなわち,
Table2. Pe ak a nd ste ady
- State Cha nge sin ele ctric al para m ete rs of to ad
R P E- Chor oidtis su esin ba sal lo w Cl
~
Pe ak Ste ady- State
* * Differ e nc e+ +
△ VR 陀(m V) 10.4士0.4 4.5 士1.0 4.0 土0.2
△ Vh
*(m V) 11.7士0.6 3.9 士1.3 7.7土1.0
△ Ⅴ岬 (m V) 1.3 士0.5 - 0 .6 土0.7 3.0士0.9
△ Rt(kobm) 0.42 士0. 6 0. 63 士0.03
- 0.35 士0･ 3
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fro m82to 13 m M o n ele ctrical
par a m et r s of to ad R P E- Cho roidtiss u e sa re s ur n m ariz ed･ Re s ults with
S Or (4 c ells. 2 tiss u e s) a nd glu c o nate (13c e11s, 6 tiss u e s)s ubstitutio n s
ha v ebe e n
t
c o mbin ed.
* * Ste ady-State m e aSurem e ntS W ere Obtain ed fro m4 c ells. al1 in the s a m e
tis su e, a nd the com paris o nbetw e e nthe pe ak and ste ady
-State Cha n■ge s
(Differ e n c e c olu m n)arefor the se4 c ell$ O nly･
網膜色素上皮細胸 ベ ー サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス
RPE紳胞 べ
- サ ル 膜の 塩素イ オ ン に 対する 相対 コ ン ダ ク タ ソ
ス(Tq)を求め るに は , 脈絡膜側潅流液中の 塩素イ オ ン 濃度減
少による




脈絡膜側湾流液中の 塩素イ オ ン 濃度の 減少に よ る V坤 お よび
vh の 初期変化 (それ ぞれ △Ⅴ叩 お よび △Vb-)に は 2 つ の 成分が
Ecl
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Fig.5. Sequ e ntial m e as u re m e nts of intr a c e=ular a nd
e xtr ac ellular Cl~a ctivite s during a ba s al Cl山de cr e as e.
Periodic spiky defle ctio n sin this figu r e w er e c a u sed by
passlng C urre nt pulse s a cr os sthe tissue for m e as u ring
resita nc epara m et r s, (A) An R P Ec ellw a sim paled
acrossthe apic al m e mbra n e with a do uble-barr eled
C トsele ctiv e micr o ele ctr ode, a nd the cha nges in tra n s-ePi-
theIialpotential(T E P), apic al m e mbr a n epote ntial(V叩),
bas alm e mbra n epote ntial(Vb&)a nd intr a c ellularCl.activity
(a
l
cl)w erer e c orded a sbas aI Cl¶acti vity w asde cre as ed fr o m
82 to 13m M by r epla cing NaCIwith Na2S O.. (B) T he
electrode w asthe n adv a n c ed a cro ssthe bas al m e mbra n e
into the s ubepithelial spac e, a nd cha nge sin T E P, tr anS-
Choroidalpote ntial(Vch) a nd e xtr a c ellular C ｢a ctivity(a｡｡L)
Were r ecorded in re spo n s eto a nide ntic alstep de cr e a sein
basal Cl｣. (C) Co mpariso n of cha nges in tru eba s al
m e mbra n epotential(Vb& *), tra n S- R P Ev oltage (VR P E) a nd
Cl-equilibriu m potential (Ec.) pr odu c ed by dec re a sing
Cl
~
outside the ba s al m em bra n e. Fro m the s equ e ntial
m e aSur e m ents of aicla nd a
O
c.during a r apid de c re a sein
bas al Cl¶, the cha nge in EcIW a S C alc ulated u sing the
equatio nillu str ated･ W ith EcIS Caled by a fa cto r of O.35,it
Was s uperim pos ed o n VbA
*
a nd VR PEfor the fir st 60s e c.
During this tim e
, Rt and R&｡/Rb&(plotted in the lo w er
graph)did n ot cha nge.
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ある と考 え られ る . ひ と つ は 脈絡膜側塩素イ オ ン 濃度減少に よ
る △V
'
b. に よる成 分(式7 お よび式8) で あり , 他の ひ と つ は
R P E細胞間腔に おけ る塩素イ オ ン の 拡散電位に 起因す る △E,
に よ る成分(式11 お よび式12)である . 脈絡膜側渡流液中の 塩素
イ オ ン 濃度の 減少直後で は R P Eの 電気的等価回路に お ける電
気抵抗 が変化 しなか っ た から( 図5C), △V叩 お よび △Vh ほ 以下










･(R.,+R$)+ △E9 ･ Rb.†/(RL,+ Rb.+ Rs) ‥(17)
前節 で述 べ た 方法で △Ec●を求 め る こ と が できた 3 回の 実験で ,
脈絡膜側濯流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少 に よ る初期の Ⅴ.｡ は .
E｡t に 適切な 係数を掛け て得 られ る軌跡 と Vh* の 軌跡を 重ね あ
わ す こ と が 可 能 な範囲内 で ほ と ん ど変化 しな か っ た (図5A,
V.｡). ゆ えに 式16 か ら以下の 式が成立 する .
△V&｡ =(△V
'





= △E毎 … … … … … … … … … … ‥ ㈹




= △Es … … … … ･ t … … … … ㈹
脈絡膜側湾流液中の 塩素イ オ ン 濃度を減少 さ せ て か ら 3分間
で ほ Ⅴ.｡ は変 化 し な か っ た が (△Ⅴ.｡ = 0), Vb. は 変 化 した (図
5 A)の で , 式19 から こ の 時間範囲で 実測 され た △Vb. は △V
'
h と
等 しい こ とと な る . Ec.に 適切な 係数 を掛けて 得 ら れ る 軌跡 と
Vb. *(= Vb. - Vch)の 軌跡を 重ね あわす こ とが で きる 時間範囲は
脈絡膜側濯流液中の 塩素イ オ ン 濃度を 減少さ せ て か ら2.25分間
で あ り, 上 記の 3分間に 含まれ る の で こ の 時間範囲 で は △Vb.
と △V
'
b. が 等 しい と 考え られ る . ゆ え に , V b . * の 軌跡 に 重ね あ
わ す さい に E｡.に 掛けた係数は ベ ー サ ル 膜 に おけ る Tc.を 意味す
る こ と と な る . △E｡1を求め る こと が で きた 3 回の 実験 で 計算さ
れ た T｡.は0.35(図 5C), 0.45 お よび0.55で あり , Tc.の 平均値
±標準誤差 ほ0.45土0.05で あ っ た .
Ⅶ . 陰イオ ン チ ャ ン ネル 阻止 剤の 効果
R P E層 を は さむ塩素イ オ ン の 流れ は 陰イ オ ン チ ャ ン ネ ル 阻
止剤 で ある DID S を R P E細胞の ベ ー サ ル 側の 濯流液 に 添加す
る こ とに よ っ て 阻止 され る(ウ シ ガ ェ ル 26), ウ シ 27)). そ こ で , 脈
絡膜側准流液中 の 塩素イ オ ン濃度減少 に よ る VR PEお よび Rtの
増加に 塩素イ オ ン チ ャ ン ネ ル が 関与 して い るか 否か を知 る 目的
で , 脈絡膜側准流液中に 添加 され た 500p M DID S が脈絡膜側
潅流液中の 塩素イ オ ン 濃度の 減少に よ る VR P Eお よび Rt の 増加
に お よば す効果 を調 べ た . そ の 結果 , 脈絡膜側准流液中の 50 0
〃 M DID S ほ脈絡膜側溝流液中の 塩 素イ オ ン 濃度の 減少に よ る
VR P Eおよ び Rt の 増加を それ ぞれ31% お よび27%だ け抑制 した
(図6). 同様 の 結果 が 他の 8 回の 実験 (塩素イ オ ン の グ ル コ
ネ ー トイ オ ン に よ る置換 3 回 お よ び硫酸イーオ ン に よ る 置換 5
回) で も得 られ た .
さ ら に 脈絡膜側准流液中に 添加 され た 5 0 0ノJ M DID S が
R P E細胞膜電位 およ び組織電気抵抗 に 与 え る 効果 を調 べ た .
脈絡膜側濯流液中の 500FLM DID Sに よ っ て R P E細胞 の ア ピカ
ル 膜 お よび ベ ー サ ル 膜は 共に 過分極 した が , べ - サ ル 膜 の 過分
極 の ほうが ア ピ カ ル 膜の 過分極 に 比 べ て 大きくか つ 速か っ た
(図7). こ の 結果か ら脈絡膜側准流液中の 500〆M DI DS は主に
べ - サ ル 膜に作用 して べ - サ ル 膜を まず過分極 させ , こ の 過分
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極 に よ る シ ャ ン ト 電流 に よ っ て 二 次的に ア ピ カ ル 膜を 過分極 さ
せ た 上考 え られ る . 上 記変化 に 加 え て , 脈 絡膜側濯流液中の
50jlM DID Sに よ っ て , Rt ほ 増加 L, RA｡/Rb. は 減 少 し た (図
7). 以上 か ら DID Sに よ る べ - サ ル 膜の 塩 素イ オ ン コ ン ダ ク タ
ン ス 閉鎖 に 起因す る Rb. の 増 加が考 え られ る (考察参照).
Ⅷ . RPE 層 をは さむ外部定電流通電に よ る RPE 細胞内塩
素イオ ン 活量 (ai｡1) 変化
ヒ キ ガ ェ ル R P E細胞 の ベ ー サ ル 膜 に 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ
ン ス が 存在す る証拠 が R P E層を は さむ 外部定電流 の 通電 に よ
る a-cl変化の 実測と い う上 記 Ⅶ . と は 別の 手法 で 得 られ た . 図
8 に 示 すよ う に , R P Eの ア ピ カ ル 側 か ら べ - サ ル 側 へ の 18
〟 A の 定電流通電むこよ っ て ア ピ カ ル 膜 お よ び ベ ー サ ル 膜 は 互
い に 逆方向にすみ や か に 分極 した . すなわ ち , Vb8 は 30m V 脱
分極 し , V.｡ ほ 20m V過分極 した . そ の 結果 T E P は 50m V 増
加 した , こ の70秒 間の 起電流通電中に a-｡.は 通電前の 20m M か
ら 33m M まで 増加 した . 通電終了時 に ほ 両膜電位 ほすみ や か
に 基線 に 復 したが , aiclは膜電位 に 比べ ゆ っ く り と 基線 に復 し
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Fig. 6. Effe cts ofba s al DI D So nbas al Cl~diffu sio npote ntト
ala nd tis su e re sista n c e. Ba sal Cl
-
activity w a sde cr e a sed
fr o m82to 13m M by r eplacing NaCl with Na- glu c o n ate,
a nd the cha ngesin tr a n s-R P Ev oltage(VR PE)a ndtra ns- epト
thelial r e sita n c e(RL) w ere re c orded 1 5 min befo re
(C O N T R O L)a nd 40min aftercha nging the ba salperfu s a-
te to o n e c o ntaiing 50 /J M DID S(DID S). T he up pe r
tw o tr a c e s w ere s uperim po s ed for c o mpariso n a s sho w n o n
the third tra c es. Pe riodic spiky defle ctio n sinthis figu re
w er e c a u sed by pa ssing c u rr ent puls e s a c ro s sthe tiss u e
fo r m e a su rlng re Sista n c epar a m et r s.
て , 同 一 の 細胞 で記録 され た aiclは60秒間 で 通電前 の 19m M か
ら 11m M ま で減少 した , こ れ らの 外部走電流通電に よる a硝
化は通電 に よ る R P E細胞膜を通 る塩素イ オ ン に 作用する駆動
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Fig. 7. Effect of bas al pe rfu sio n with 500〃 M DIDSon
tr a n s- epithelialpote ntial(T E P), apic al m e mbra n epote ntial
(V&,), bas al m e mbr a n epotential (Vba), tra n S,ePithelial
re sista n c e( Rt) a nd the apic alto ba s al m e mbr a n e resistance
ratio(R叩/Rb&). An R P Ec ellw a sim paled a cr os sthe apic al
m e mbr a n e
,
a nd the bas alperfu s ate w as cha ngedto atest






Fig. 8. Effe cts of tra n s-tiss u e c u rre nt o n tr an s-ep仙elial
pote ntial(T E P), apic al m e mbr a n epote ntial(V叩), basal
m e mbra n epote ntial(Vb&) a nd intr a c ellularCl▼activity(a
L
o)･
An R P Ec e11w asimpaled a cr os sthe apic aI m e mbran
e
with a do uble-barr eld C r-S ele ctiv e micr o el ctr ode, and
change sin T E P, Ⅴ叩 , Vb& and a
i
｡.W er e r e C Orded inr esponSe
to + 18FLA (apic alto ba sal) of c urr e nt pas s ed a crosSthe
tiss u efor70se cfollo w ed by - 1 8FL A (bas alto apical)of
c u rr e nt pa ss ed for 60s e c. T he initial re sting le vels
oL
V.p a nd Vb. W er edispla c ed by the a m o u nt of T EP･ T
he
tr a c e s of VApa nd Vb.inte rs ect at the on set a nd e n`d
of
- 18p A c u rrent, the up per and lo w ertr a ce sindic a
ting
V叩 a nd Vb re SPe Ctiv ely du ring
- 1 8FLA c u rre nt pa Sing･
網膜色素上皮細胞 ベ ー サ ル 膜の 塩 素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス
次に , 外部定電流通電に よ る a
i
cl変化に 与え る脈絡膜側濯流
液中の500FE M DID Sの 効果を検討 した ･
こ れ らの 実験 で は , 対
照として DID S濯流前の 通電に よ る a
i
ct変化を 実測 した の ち に ∫
脈絡膜側に DIDS を濯流 し DID Sに よ っ て T E P が減少 し定常
に達した状態 で (15
～ 4 0分後)再 び通電 に よ る aicl変化 を実測 し
た. この さ い , DID S負荷前後 で 被験標本は同
一 で あ るが , 被験
細胞は異な っ た ･ 脈絡 膜側濯流液中 に 添加 した 5 00〃 M の
DID S によ っ て , 通電 に よ る a
i
cl変化は 抑制 され た( 図9)･ 通電
開始後1分で通電に よ る a
i
cl変化ほ ア ピ カ ル 側か ら ベ ー サ ル 側
へ の通電で86%, べ - サ ル 側か らア ピ カ ル 側 へ の 通電 で1 00%
抑制され た . 4被験標本の 6鼠の RP E細胞で ア ピ カ ル 側か ら
ベ ー サ ル 側 へ の 18〃 A の 通電1 分後 で a
i
cl増 加の 平均値±標準
誤差は8.0 ±1.9m M であり , こ の 増加 ほ脈絡膜側港流液中の
500pM の DID Sに よ っ て 3.9 士1.Om M に 抑制 され た .
一 九
ベ ー サ ル 側か らア ピ カ ル 側 へ の 18/J A の 通電 で a
i
cl減少の 平均
値±標準誤差は6.9 ±0.6m M であり , こ の 減 少は脈絡膜側准流
液中の 500FL M DI D Sに よ っ て 0.6 土0.3mM に 抑制 され た ･
考 察
本研究で は ヒ キ ガ エ ル R P E細胞 ベ ー サ ル 膜 に おける塩素イ
オン コ ン ダ ク タ ソ ス の 存在を 証明す るた め , 微小電極 およ び 塩
素イオ ン 電極を用 い て脈絡膜側濯流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少
または外部定電流通電 に 対する R P E細胞膜電位変化 お よ び
a
i
｡ 変化を実測 した . そ の 結果 , R P E細胞 ベ ー サ ル 膜 の 塩素イ
オン コ ン ダ ク タ ソ ス ほ 静止状態の ベ ー サ ル 膜 の 全 コ ン ダ ク タ ン
ス の約45%と計算 され, DID Sに 感受性 を有 し, ベ ー サ ル 膜 の
主な塩素イ オ ン 流出路と な っ てい る可能性 がある こ と が判明 し
た. 以上 の 結果お よび そ の 生理 的意義お よ び眼科臨床的意義に
つ い て 以下に 考察す る .
C O N T R O L
～ ハ
+18JJA








｢ J - r rv ㌦ レ
へ
-18JJA ･1 8〟A
Fig･9･ Effe ct of bas al perfu sio n with DID S o n c ur re nト
induced cha ngesin intra c ellular Cl¶a ctivity (ai｡1). R P E
C ells w ere im paled a cr os sthe apic al m e mbr a n e with
do uble-barreld C トsele ctiv e mic ro el ctr ode s, a nd the
C urre nt-indu ced cha nges in a
i
c.w er e r e c orded befor e
(C ON T R O L) a nd 40min after cha nging the ba salperfusa-
te to o n e c o ntaining 500〟M DID S(BAS A L DID S). T he
positiv e slgn Of c u rr e nt m ea n s a c u rre nt pas s ed fro m
apic alside to bas al side, and the n egativ e sign m e a n s a
C urre nt pass ed fro mba salside to apicalside.
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最初に 脈絡膜側塩素イ オ ン 濃度減少が RPE 細胞膜電位に お
よぼ す効果に つ い て考察する . 硫酸イ オ ン ま たは グル コ ネ ー ト
イ オ ン 置換 に よ る脈絡膜側溝流液中 の 塩素イ オ ン 濃度減少 に
よ っ て , Vb8
*
は 極大 で 平均11.7m V の 脱分極を 示 した 後 に 平
均7.7mV 再分極 し, 最終 的に 基線 よ り平均3.9m V 脱分極 した
点で 定常状態 とな る 二 相性 の 変化 を 示 した (表2). 一 方 ,
Vb8* 変化に 伴 っ て 起き る Ⅴ叩 変化に は以下の 3通 りの 場合が 観
察され た t 壁全⊥, 脱分極(1 7例の うち 5 例)(図 4) - こ の 脱分
極ほ 主 に △Ⅴ
'
b8 が R P E層の 電気的シ ャ ン ト を通 じて Ⅴ叩 を 二
次的に 変化さ せ る こ と に 由来す る と考 え られ る (式7)･ 箪全
ヱ , 過分短(4分で 2m V 以下)(17例の う ち 5例)(因幡) - こ の
過分極は主 に R P E細胞間腔 の 拡散電位で ある △E与 が変化す る
こ と に 起 因する と考え られ る(式11). 室生旦, 無変化(17例の
う ち 7例)(図5 A) - こ の 所見の 説明と して , △V
'
b. と △E雪 が同
時 に 同程度生 じ R P Eの 電気的等価 回路に て 互 い に 逆方向で あ
る の で 相殺す るもの と 考え られ る .
以上 の 結果か ら, べ - サ ル 膜の 脱分極は以下の 2 つ の 要因か
ら 由来 し , どち らの 要困が優位に な るか に よ っ て Ⅴ.｡変化の 方
向(脱分極か過分趣か)が決 まる と考え られ る . 萱里⊥, べ - サ
ル 膜起電力の 変化 △Ⅴ
'
b8
- こ の 変化 は べ - サ ル 膜が 塩素イ オ ン
コ ン ダ ク タ ソ ス を 有 してい る こ と に 起因 する ･ 璧旦旦, R P E細
胞間腔 に お ける拡散電位である △Es - こ れ は 塩素イ オ ン に 比 べ
て 置換イ オ ン の シ ャ ン トを通 る透過性が低い こ と に 起因す る.
さ らに べ ー サ ル 膜の 脱分極は上 記の 2 つ の 要因か ら由来す ると
す る仮説を支持す る結果が DIDSを 用 い た実験で 得 られ た . 脈
絡膜側港流液に 添加 した DI DS ほ外部通電 に よ る aicl変化を ほ
と ん ど完全に 阻止 した (図9 ). こ の 所見 は脈絡膜側准流液中の
DID Sに よ っ て R P E細胞 べ - サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ
ソ ス が ほ ぼ完全に 阻止 され た こと を 示唆す る . 一 方 , 脈絡膜側
溝流液中の DID S は脈絡膜側港流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少に
よ る VR PE変化 を31%だ け 阻止 し た に すぎ な い (図 6). こ の
DI D Sに よ っ て も 抑制を 受け な い 部分は上 記 の 要因 2 に よ る も
の と考え られ る .
次に , 脈絡膜側潅流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少に よ る ベ ー サ
ル 膜 の 脱分極後に み られ る再分極 に つ い て の 可 能な説 明を 試み
る . 脈絡膜側准流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少に よ る Rlの 増加 お
よ び a 値の 減少は Rb8 の 増加を示 唆する こ と か ら , 脈絡険側 の
塩素イ オ ン 濃度減少に 伴うイ オ ン チ ャ ン ネ ル を通 る塩素イ オ ン
自身の 減少に よ る べ → サ ル 膜 の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス の 減
少が 考え られ る . ヒ キ ガ ェ ル R P E･ 脈絡膜標本 で脈絡膜側聴
流液中の カ リ ウ ム イ オ ン 濃度を 5m M か ら 50m M へ 増加す る
と , R P E細胞 の ベ ー サ ル 膜ほ 10～ 15m V 脱分極 した ( 図略).
こ れ ほ他 の 動物[ウ シ ガ ェ ル
22)
, ヒ ヨ コ ( 藤井;未発表), ウ ミ ガ
メ (藤井;未発表)] で もみ られ るよ う に ヒ キ ガ エ ル に おい ても
R P E細胞 ベ ー サ ル 膜が カ リ ウ ム イ オ ン に 対 して も コ ン ダ ク タ
ン ス を 有す る こ と を意味す る . カ リ ウ ム 平衡電位ほ塩素イ オ ン
平衡電位よ り過分極 して い るの で
37)38I
, 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ
ン ス の 減少は ベ ー サ ル 陵の 全 コ ン ダ ク タ ン ス に しめ る カ リ ウ ム
イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス の 寄与を 増大させ , 膜電位を 過分極 させ
る と考え られ る . 脈絡膜側濯流液中 に DID S を添加す るこ とに
よ っ て , 脈絡膜側潅流液中の 塩素イ オ ン 渡度減少に よ る ベ ー サ
ル 膜 の 再分極 に 一 致すると 考え られ る VR pEの 基 線 へ の 戻 りほ
消失 した (図6)の で , 脈絡険側種流液中の DID S はベ ー サ ル 膜
の 再 分極を阻止す ると考 え られ , こ の 再分極は 上記の 要因1 か
524
ら生 じて い る こ とが 示唆 され る .
ある 上 皮細胞膜に つ い て膜の 全 コ ン ダ ク タ ソ ス に 対す る特定
の イ オ ン の 相対 コ ン ダ ク タ ソ ス を 求め る こ と は上 皮層両側間の
電気的 シ ャ ン ト の 存在, 細胞外イ オ ン 濃度変化に よ る細胞間脛
拡散電位の 発生お よび 結合観織 に よ る イ オ ン 拡散障害 な ど に
ょ っ て 容易で は な い . 本報に用 い た細胞内外の 塩素イ オ ン 活 量
の 実測に よ っ て 塩素イ オ ン 平衡電位を計算 し べ
- サ ル 膜起電力
変化 と比較する方法 は R P E細胞の べ - サ ル 膜 の 塩素イ オ ン 相
対 コ ン ダ ク タ ソ ス を見積も る新 しい 方法で ある ･ 脈絡膜側濯流
液中 の 塩素 イ オ ン 濃 度減少 に よ る 初期 △Ⅴ.｡ が 零 の 標 本 (図
5 A)に お い て べ - サ ル 膜の 全 コ ン ダ ク タ ン ス に 対す る塩素イ オ
ン の 相対 コ ン ダ ク タ ソ ス (T｡.) ほ0.35で あ っ た ( 図5 C). 初 期
△Ⅴ仰 が 零の 他 の 2標本の 結果 を含め た Tq の 平均値 は0･45で あ
り , べ
- サ ル 膜 の 静止 コ ン ダ ク タ ソ ス の うち 約45%が塩素 イ オ
ン コ ン ダ ク タ ソ ス に よ る こ とが 本研究で 示 され た . Vl｡が 脱分
極 ま た は 過分極す る標本 に つ い て は相 対 コ ン ダ ク タ ン ス は
V. が 変化 しな い 場合 に 比べ それ ぞれ よ り大き い か ま た は よ り
小さ い と推測 され る . 置換イ オ ン が 塩素イ オ ン チ ャ ン ネル に も
い く らか 透過性をも つ 可能性と塩素イ オ ン チ ャ ン ネ ル を 阻止す
る可能性が あるの で , 実際の 塩 素イ オ ン の 相 対 コ ン ダ ク タ ン ス
ほ これ らの 計算値 よ り大き い と 考え られ る . い ず れ の 場合 で も
相対 コ ン ダ ク タ ン ス を過小評価 して しまう可 能性 がある
39)
･
脈絡 膜側濯流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少 に よ る a
i
cl減少 の 機
序に 関 してすく なく とも下記 の 2 つ の 仮説が 考え られ る ･ 壁塾
⊥, aOcl減少 に よ っ て Eq が よ り陽性に な る(零に 近づ く)こ と に
起困す る塩素 イ オ ン 流出 の 増加 に よ る とす る 説 ∵侭説 2 ,
RP E細胞 ベ ー サ ル 膜 にお い て DID Sに 感受性を有 し重炭酸 イ
オ ン に 依存性の 塩素イ オ ン 摂取機構が存在す る とす る 臥 こ の
扱構 はす で に ウ シ ガ エ ル で は 存在す ると の 報告が あ り
珊
, 脈絡
膜側潅流液中 の 塩素イ オ ン の 減少に よ り こ の 機構 に よ る塩素イ
オ ン の 取込 が減少 しさ らに a
i
｡. が減少す る と考え られ る.
こ の 脈絡膜側濯流液中の 塩素イ オ ン 漉度減少 に よ る a
i
c■の 減
少 は こ れ まで に 種 々 の 動物 (ウ シ ガ エ ル , ヒ ヨ コ , イ ヌ l ウ
シ) で そ の 存在が知 られ て い る ア ピ カ ル 膜 に おけ る塩素イ オ ン
取込機構に よ り代償され て い る 可能性がある
4)22ト 24) 川
･ ヒ キ ガ ェ
ル と 同 じく両棲燥 で あ る ウ シ ガ エ ル (月α〃α C α加ゎgiα乃α) の
R P E細胞 べ - サ ル 膜の イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス を 調 べ た M i11e r
ら
22) に よ る と , カ リ ウ ム イ オ ン の 相対 コ ン ダ ク タ ン ス (TK) は
0.9 であり , 脈絡膜側准流液中の 塩素イ オ ン , 重炭酸 イ オ ン ま
たは ナ ト リ ウ ム イ オ ン 濃度を 変化さ せ て も R P E細胞膜電位 ほ
有意 に 変化せず , ウ シ ガ エ ル R P E細胞 べ - サ ル 膜 の 静止 コ ン
ダ ク タ ン ス ほ ほ と ん ど カ リ ウ ム イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス で あ っ た
と い う . 本研究 に お ける ヒキ ガ エ ル と M iller ら
抑 の ウ シ ガ エ ル
に お ける実験結果の 相違の 原田の ひ と つ の 可 能性 と して 准流液
阻成の 違 い が 考え られ るか も しれ な い . しか し ヒ キ ガ エ ル 標本
を ウ シ ガ エ ル 用 の准流液 で港流 して 脈絡朕側港流液中の 塩素イ
オ ン 濃度 を減少 させ て もや は り R P E細胞 ベ ー サ ル 膜ほ脱分極
す る こ と を著者は観察 した(未発表)の で ! 潅流液組成 の 遭 い に
よ る上 記の 実験結果の 相違 の 可能性 はな い と 考え られ る . 近
年 , ウ シ ガ エ ル R P E･ 脈絡膜標本に は ア ピ カ ル 側 か ら べ - サ
ル 側 へ 向か い 脈絡膜側海流液中の DIDS に よ っ て 抑制 され る塩
素イ オ ン の 能動輸送が存在 し, ウ シ ガ エ ル R P E細胞 の ベ ー サ
ル 陰に お け る塩素イ オ ン の 流出路は塩素イ オ ン コ ン ダク タ ソ ス
に よ っ て形成 されて い る可能性がある
2印)と の 報告が な された .
しか しな が ら ヒ キ ガ ェ ル R P E層 に お ける塩素イ オ ン 能動輸送
量は ウ シ ガ エ ル に 比 べ 2倍以 上 で ある
】8) 川 の で , R P E細胞ベ ー
サ ル 膜に お ける塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス は ウ シ ガ ェ ル に比べ
て ヒ キ ガ エ ル で は大 きい 可 能性がある .
R P E細胞 べ - サ ル 険の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス の 大きさ
の 違 い は ヒ キ ガ ェ ル と ウ シ ガ エ ル との 間の R P Eに 起源を有す
る電気的応答 の 応答様式の 差異 の 原因 で ある 可能性がある. こ
れ ま で に 研 究 さ れ た 他 の 両 棲煩 と異 な り , ヒ キ ガ ェ ル の
D C-E R G は爬虫類 , ,鳥類お よ び 哺乳煉 に の み 従来見い だされて
い た フ ァ ー ス ト オ ッ シ レ ー シ ョ ン お よび 明上 昇`2)の 両成分とも
を示 す30) . 最近 の 研究29)に よ っ て , フ ァ ー ス ト オ ッ シ レ ー シ ョ ン
お よび 明上 昇は とも に R P E細胞 の べ - サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ
ン ダ ク タ ン ス に 依存する可 能性が 示 唆され て い る . 最近さら虹
ヒ ヨ コ 狗 の R P E細胞 の べ - サ ル 膜 に 塩素イ オ ン コ ン ダク タ ン
ス が存在す る可 能性 が示 唆され た . 従来調べ られた ヒ キガェ ル
以外 の 両棲類 い ノ サ マ ガ エ ル , ア カ ハ ラ イ モ リ)が明上昇およ
び フ ァ ー ス ト オ ッ シ レ
ー シ ョ ン を示 さな い
42) 理 由と して , RPE
細胞 ベ ー サ ル 膜 の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス が ヒ キ ガ ェ ル に比
べ て ヒ キ ガ ェ ル 以外 の 両棲塀 で ほ は るか に 小 さい 可能性が考え
られ る . そ の 他 の 理 由と して , R P E細胞 の ベ ー サ ル 膜の 塩素イ
オ ン コ ン ダ ク タ ン ス を変化 さ せ る機構(例え ば セ カ ン ドメ ッ セ
ン ジ ャ ー や ラ イ ト ピ ー ク サ ブ ス タ ン ス な ど) の 相違も関与して
い る可 能性がある .
ヒ キ ガ エ ル





イ ヌ4り の R P E はア ピ カ ル 側か ら ベ ー サ ル 側 へ 向か う塩素イオ
ン の 能動輸送を行な っ て い る . こ れ ま で の 研究に よ っ て, ウシ
ガ エ ル お よ び ヒ ヨ コ R P E細胞の ベ ー サ ル 膜 に DID S感受性の
塩素イ オ ン 洗 出機構が存在す る こ と が 示 唆 さ れ て い る
冊
. ヒ
ョ コ で は よ 塩素イ オ ン は R P E細胞の ベ ー サ ル 膜 をは さんで電
気化学的平衡 で受動的 に 分布 した と して 予想 され る値よりも高
い 濃度で R P E細胞内に 存在 し, 脈絡陸側潅流液中に 添加した
DIDS に よ っ て ベ ー サ ル 膜 は過分極 し, Rb且 の 増大が示 唆され,
a
･
｡tは増加す る28). ヒ キ ガ エ ル で は , a
i
｡1は ベ ー サ ル 膜を はさむ電
気化学的平衡 に よ る受動的分布で 予想 され る値 よ りも高く , 脈
絡峡側 の DID Sは ヒ ヨ コ と同 じく , 膜の 電気抵抗 の 増大を示唆
する過分極 を ベ ーサ ル 膜に 起 こ し, ai｡.を増 加 さ せ た (図7)･ さ
らに , 脈絡膜側溝流液中に 添加 した DID Sに よ っ て , R P E をほ
さむ 外部定電流通電 に よ る a
i
｡.変化が抑制 され (因9 ), また脈
絡膜側准流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少 に よ る T E P変化とそれ
に 伴う Rt 増加 も 抑制 され た (図6). ウ シ
27) お よ び ウ シ ガ ユ
ル26)で , 脈絡陸側港流液中に 添加 した DI D Sは R P Eに よる塩
素イ オ ン の 輸送を 阻止 した と い う . ゆ え に , 前述の ヒ キガエ ル
R P Eに 対す る脈絡膜側溝流液中の DI DSの 効果は R P E細胞の
ベ ー サ ル 膜 の 塩素イ オ ン 流出路 で ある DID S感受性の 塩素イオ
ン コ ン ダ ク タ ソ ス の DID Sに よ る閉鎖に よ っ て 惹起され たと説
明 で きる .
最後に RPE の 生理学 お よ び眼科臨床 と本研究と の 開封こ
つ






. ウ シ24)2T-, イ ヌ
4))に お い て R P E を は さむ網膜側から脈
絡膜側に向かう塩素 イ オ ン の 能動輸送 の 存在が報告された ･ こ
の 塩素イ オ ン の 流れ は垂炭酸イ オ ン と共 に RP E を ほさむ網膜




の 永の 流れ は神経網膜 と R P E間の 接着 に 重要な役割を果たし
七い る と考 えられ て い る43】 . R PE をは さむ塩素イ オ ソ の能動輸
網膜色素上皮細胞 べ - サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス
送はア ピ カ ル 側の 潅流液 に 添加 した フ
ロ セ マ イ ドま た ほ ブ メ タ
ナイ ドに よ っ て抑制され , こ の 事実 は R P E細胞 の ア ピ カ ル 膜
における塩素イ オ ン の 摂取 に ナ ト リ ウ ム イ オ ン
･ 塩素イ オ ン 共
輸送または ナ ト リ ウ ム イ オ ン
･ カ リ ウ ム イ オ ン ･ 塩素イ オ ン 共
輸送が関与する こ とを 示 唆す る
4'23'2酬 4)
･ こ の ア ピ カ ル 膜に おけ
る塩素イ オ ン の 取込が ア ピ カ ル 膜お よ び ベ
ー サ ル 膜を それ ぞれ
はさむ電気化学的平衡に よ る受動的分布で 予想 され るよ り 高い
膚で の RP E細胞内塩素イ オ ン の 集債 を引き起 こ し, ひ い て は
ベ ー サ ル 膜に お ける塩素イ オ ン の 流出の 原動力と な っ て い る と
考えられる . RP E細胞の ベ
ー サ ル 膜 に お け る塩素イ オ ン の 涜
出の 際に 塩素イ オ ン が ベ ー サ ル 膜を 通過す る通路 と して ベ ー サ
ル膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス の 存在ほ 非常に 重要である .
神経網膜と R P E間の 接着 に 異常をきた した 状態ほ限科臨床
上では網膜剥離と よ ばれ , 放置す る と失明 に 到る疾患である .
網膜剥離の 原因に よ っ て 治療法は さ ま ざまで ある が , 最終的に
ほ網膜下液が R P E に よっ て網膜下脛か ら脈絡膜側に 排除さ れ
ることに よ っ て網膜剥離 ほ復位する . 前述 した ように , R P E細
胞のベ ー サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス ほ こ の 網膜下液
の排除に 重炭酸イ オ ン と共 に 重要な役割 を演 じて い る と考 え ら
れてお り
3ト 8日3)
, 眼科臨床上も網膜剥離 の 治療 との 関わ りか ら極
めて重要である .
次に フ ァ ー ス ト オ ッ シ レ ー シ ョ ン お よ び 明上 昇と RP E細胞
の ベ ー サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス と の 関連に つ い て述
べる . フ ァ ー ス ト オ ッ シ レ ー シ ョ ン お よ び 明上 昇の 発現の 最終
段階はそれ ぞれ Rb. 増大を 伴う ベ ー サ ル 膜の 過分極 お よ び Rb.
減少を伴う ベ ー サ ル 膜の 脱分極 で あ る9ト13)2g). ま た , 光刺激以外
の 薬物刺激に よ っ ても同 様な べ ー サ ル 膜の 電気的性質の 変化 が
観察されて い る15)lT119 ト 2-). こ れ ら の R P E細胞 ベ ー サ ル 膜に 由来
する諸種の 電気現象 の 発現機構 に べ - サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン
ダク タ ン ス が深く関係 して い る と考 え られ て い る .
眼科臨床上で は 明上 昇ほ 眼球電位図法(electro-O C ulogr aphy)
により間接的に 測定され , 主 に R P E機能 を評価する 目 的に 応
用されて い る
45 ト 51}
. 明上 昇の 発現機序ほ い ま だ充分に 解明 さ れ
てはい な い が , 少な く とも 明上 昇発現 の 最終段階で R P E細胞
の ベ ー サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス に 関係 して い る可 能
性が示唆され て い る29). 本研究は 明 上 昇の 発現磯序 の 解明 に 少
なか らず貢献 し, ひ い て は 明上 昇に 異常 をきたす疾患 の 病態生
理の 理解に 寄与す ると 考え られ る .
本研究ほ 以上 の よ うに 眼科臨床上 お よ び網膜生理学 上極め て
重要な R PE 細胞の ベ ー サ ル 膜 の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス に
対して直接的な存在証拠を与え , さ らに べ ー サ ル 膜の 全 コ ン ダ
ク タ ン ス に しめ る塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス の 割合を 新 しい 方
法に よ っ て 明 らか に した もの で ある .
結 論
ヒキガ ェ ル R PE ･ 脈絡膜標本 に お い て 微小電極 お よ び 塩素
イオ ン 電極を用 い て脈絡陸側潅流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少ま
たほ外部走電流通電 に 対す る R P E細胞膜電位変化 お よ び
RPE細胞内塩素イ オ ン 括畳変化 を実測 し , 以下の 結論を得 た .
1 ･ R PE 細胞ベ ー サ ル 膜に塩素イ オ ン に 対 す る コ ン ダ ク タ
ン ス が存在 した .
2 ･ R P E細胞 ベ ー サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス は静
止状態の ベ ー サ ル 膜 の 全 コ ン ダ ク タ ソ ス の 約4 5% と 計算 され
た.
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3 . R P E細胞 ベ ー サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス は 陰
イ オ ン チ ャ ン ネル 阻止剤 で ある DID Sに よ っ て ほ ぼ完全 に 阻止
され た .
4 . 静止 状態の R P E細胞内塩素イ オ ン 倍量は ア ピカ ル 膜 ま
た は ベ ー サ ル 険をは さむ電気化学的平衡 に よ る受動的分布で予
想 さ れ るそ れ ぞれ の 値 の い ずれ を も凌駕 し , 塩 素 イ オ ン の
R P E細胞内 へ の 能動的取込が示 唆 され た .
5 . R P E細胞 べ - サ ル 膜 の 塩 素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス は
べ - サ ル 膜 に お け る主 な塩素イ オ ン 流出路とな っ て い る可能性
が考 え られ た .
本研究ほ神経網膜 と R P E間の 接着およ び R P E細胞 ベ p サ
ル 膜起源の 種 々 の 電気現象の 発生に 深く関係 して い る と考え ら
れ て い る RP E細胞の ベ ー サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス
存在 の 直接的な証拠を与え , さ らに そ の 性質 を明 らか に した .
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